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RESUMO 
Esse estudo avaliou “in vitro” a dureza e a caracterização de superfície de 
diferentes dentifrícios sobre o esmalte dental exposto à fumaça do cigarro e submetido 
ao ciclo de erosão. Corpos de prova de esmalte bovino (4x4mm) foram aleatorizados 
em 12 grupos (n=12). Para a simulação “in vitro” do ato de fumar, metade dos grupos 
foram submetidos a um ciclo de exposição de 20 cigarros por dia durante 5 dias. Em 
seguida, todos os grupos foram submetidos a um ciclo de erosão de 5 dias. No inicio de 
cada dia do ciclo, foi realizada a formação de película adquirida, pela imersão em saliva 
humana pelo tempo de 1 hora. Esse ciclo simulou o processo de erosão na cavidade 
bucal, intercalando a desmineralização com ácido cítrico e a remineralização com o 
“slurry” do dentifrício (proporção de 1 dentifricio para 3 de água destilada). A erosão foi 
realizada 4 vezes ao dia em solução de ácido cítrico 1%, pH 3,5, por 1 min sob agitação 
(100rpm). Para a remineralização, no inicio e fim de cada dia do ciclo, os corpos de 
prova eram imersos no slurry de dentifrícios disponíveis comercialmente, os quais 
possuíram diferentes princípios ativos, de acordo com o grupo experimental ao qual 
pertenciam: NaF; SnF2; F/Sn/Quitosana; F/CaSiO3/Na3PO4; F/vidro bioativo. O grupo 
controle foi tratado com água destilada. Foram realizadas análises de microdureza de 
superfície inicial (SMH1), após a exposição à fumaça do cigarro (SMH2) e após o 
término do ciclo de erosão/remineralização (SMH3). Ao final, foram realizadas as 
análises de rugosidade de superfície, perfilometria e análise topográfica da superfície 
através do microscópio de força atômica. Os dados de microdureza foram submetidos à 
análise de modelos mistos para medidas repetidas e teste de Tukey-Kramer. Para as 
outras análises, os dados foram submetidos à ANOVA e teste de Tukey (α=5%). Em 
relação à exposição à fumaça do cigarro, para a microdureza de superfície, foi 
observado um aumento nos valores para os grupos expostos a fumaça (p<0,05) e para 
a perfilometria de superfície foi observado maior perda de tecido dental para os grupos 
expostos a fumaça do cigarro (p<0,05). Após o ciclo de erosão e tratamentos, não 
foram encontrados diferenças estatisticamente significativas entre a exposição ou não a 
fumaça de acordo com o dentifrício utilizado (p>0,05). O mesmo foi observado pela 
análise de rugosidade superficial, em que de acordo com o dentifrício utilizado, não 
houve diferença entre a exposição ou não a fumaça do cigarro. Em relação à 
 
 
efetividade dos dentifrícios frente ao desafio de erosão, os grupos do F/Sn/Quitosana e 
F/CaSiO3/Na3PO4 foram os quais apresentaram os maiores valores de microdureza. Na 
perfilometria e na rugosidade de superfície, os menores valores foram observados para 
os grupos tratados com SnF2 e F/Sn/Quitosana. As imagens em 3D da topografia 
demonstraram uma superfície com menor padrão de desmineralização e menor 
profundidade de perda mineral para os grupos do F/CaSiO3/Na3PO4 e F/Sn/Quitosana. 
O dentifrício a base de flúor, estanho e quitosana apresentou resultados promissores na 
proteção do esmalte durante ciclos erosivos, para todas as análises realizadas. 
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ABSTRACT 
This study evaluated in vitro the hardness and surface characterization of 
different toothpastes on dental enamel exposed to cigarette smoke and submitted to the 
erosion cycle. Bovine enamel specimens (4x4mm) were randomized into 12 groups 
(n=12). For the in vitro simulation of smoking, half of the groups underwent an exposure 
cycle of 20 cigarettes per day for 5 days. All groups were then submitted to a 5-day 
erosion cycle. At the beginning of each cycle day, the formation of an acquired film was 
performed by immersion in human saliva for 1 hour. This cycle simulated the process of 
erosion in the oral cavity, intercalating the demineralization with citric acid and 
remineralization with the slurry of the dentifrice (ratio of 1 toothpaste to 3 of distilled 
water). Erosion was performed 4 times daily in 1% citric acid solution, pH 3.5, for 1 min 
under stirring (100rpm). For remineralization, at the beginning and end of each day of 
the cycle, the specimens were immersed in the slurry of commercially available 
toothpaste, which had different active principles, according to the experimental group to 
which they belonged: NaF; SnF2; F/Sn/Chitosan; F/CaSiO3/Na3PO4; F/bioactive glass. 
The control group was treated with distilled water. Initial surface microhardness (SMH1) 
analyzes were performed after exposure to cigarette smoke (SMH2) and after the end of 
the erosion/remineralization cycle (SMH3). At the end, surface roughness, profilometry 
and surface topographic analyzes were performed through the atomic force microscope. 
The microhardness data were submitted to the analysis of mixed models for repeated 
measurements and Tukey-Kramer test. For the other analyzes, the data were submitted 
to ANOVA and Tukey's test (α = 5%). Regarding exposure to cigarette smoke, for 
surface microhardness, an increase was observed in the values for the groups exposed 
to smoke (p <0.05) and for surface profilometry greater loss of dental tissue was 
observed for the groups Exposed to cigarette smoke (p <0.05). After the erosion cycle 
and treatments, no statistically significant differences were found between exposure and 
non-exposure to smoke according to the dentifrice used (p> 0.05). The same was 
observed by the analysis of surface roughness, in which according to the dentifrice 
used, there was no difference between the exposure or not the smoke of the cigarette. 
The F/Sn/Chitosan and F/CaSiO3/Na3PO4 groups showed the highest values of 
microhardness in relation to the effectiveness of the dentifrices. In the profile and 
 
 
surface roughness, the lowest values were observed for the groups treated with SnF2 
and F/Sn/Chitosan. The 3D images of the topography showed a lower demineralization 
pattern and lower depth of mineral loss for the F/CaSiO3/Na3PO4 and F/Sn/Chitosan 
groups. The dentifrice based on fluoride, tin and chitosan presented promising results in 
the protection of the enamel during erosive cycles, for all analyzes. 
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1 INTRODUÇÃO 
A erosão dental é uma condição multifatorial caracterizada pela dissolução 
química dos tecidos dentais mineralizados por ácidos de origem não bacteriana [1]. 
Esses ácidos podem ser de procedência intrínseca, oriundo do suco gástrico, mais 
comumente o ácido clorídrico, como nos pacientes que possuem distúrbios 
gastroesofágicos (refluxo, anorexia nervosa ou bulimia nervosa); ou extrínseca, 
advindos da dieta, através do consumo exagerado ou prolongado de bebidas, 
alimentos, medicamentos ácidos [2,3] e pela ingestão excessiva de bebidas alcoólicas; 
em que os ácidos cítrico ou fosfórico predominam [4,3].  
No esmalte dental a desmineralização é caracterizada pelo amolecimento 
progressivo, camada por camada da superfície [5,6]. A perda mineral ocorre 
inicialmente nas áreas ao redor dos prismas, seguida pela dissolução do núcleo 
prismático e as áreas interprismáticas podem ser eventualmente afetadas [7].  Essa 
superfície alterada é susceptível ao desgaste e pode ser facilmente removida com o 
esforço mecânico [6,8,9] resultando em perda permanente em volume de tecido dental, 
podendo em estágios mais avançados causar a exposição do tecido dentinário [6,10]. O 
impacto do processo erosivo pode variar de acordo com o tempo de exposição e o pH 
dos ácidos envolvidos [11] e, embora o contato ácido seja o fator principal para o seu 
desenvolvimento, a erosão dental é considerada uma doença multifatorial em que além 
das propriedades salivares do paciente, destaca-se uma complexa interação entre 
fatores biológicos, químicos e comportamentais, os quais destacamos a dieta e os 
hábitos individuais de cada paciente [12,13,14]. 
Um hábito muito comum e de destaque na sociedade atual é o hábito de fumar. 
Segundo a Organização Mundial da Saúde estima-se que um terço da população adulta 
do planeta faz uso do fumo e do tabaco [15]. O ato de fumar é considerado um 
processo altamente dinâmico, tendo este influência negativa em todo o organismo e 
também na cavidade bucal [16]. A queima do cigarro produz uma fumaça constituída 
por uma complexa matriz de fase gasosa e uma fase particulada com mais de 3.800 
compostos, dos quais muitos são cancerígenos e tóxicos como o monóxido de carbono 
(CO), amônia (NH3), níquel (Ni), arsênio (As) e metais pesados como chumbo (Pb) e 
cádmio (Cd) [17,18]. O cádmio e o chumbo presentes na fumaça podem ser absorvidos 
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pelo organismo humano e acumulados em tecidos calcificados e materiais 
restauradores [18]. Além disso, o aumento na temperatura é capaz de causar alteração 
na disposição e na morfologia dos cristais de hidroxiapatita, resultando em aumento da 
microdureza superficial do esmalte dental [19].  
O fumo do tabaco é um hábito comum de pacientes considerado de alto risco 
para o desenvolvimento da erosão dental. Em paciente com distúrbios gastresofágicos, 
há evidências de que o uso de substâncias (como o tabaco e outras drogas) tem sido 
associado à bulimia e à anorexia nervosa, especialmente em mulheres jovens [20]. 
Além disso, a queima do cigarro frequentemente acompanha o consumo prolongado de 
algum tipo de bebida ácida. Uma das bebidas mais populares e muito apreciada entre 
os fumantes é o café, e é frequentemente ingerido antes ou após o fumo [21]. Além do 
seu baixo pH, estudos não-epidemiológicos têm relatado que o café causa um 
relaxamento do esfíncter esofágico inferior [22, 23], o que poderia aumentar o risco de 
refluxo gastresofágico [24]. Também, a ingestão excessiva de bebida alcoólica, muitas 
vezes é realizada simultaneamente ao fumo do tabaco [25,26] e o alcoolismo crônico é 
associado com a alta prevalência de erosão, devido ao efeito direto do consumo de 
bebidas alcoólicas ou devido ao efeito do vomito regular ou refluxo gastresofágico 
induzido pelo álcool [27]. Dessa forma podemos considerar o fumo do cigarro um fator 
modulador da erosão dental devido a sua frequente associação a episódios de queda 
de pH. A ausência de estudos que avaliem essa associação se faz necessário, a fim de 
determinarmos a ação do cigarro sobre a incidência e severidade da doença.  
Outro fator de grande importância e modulador da erosão dental é a saliva. A 
saliva fornece proteção aos dentes contra a erosão ácida de diferentes maneiras [28]. 
Primeiramente pode-se destacar a formação da película adquirida, uma camada 
proteinácea livre de bactérias que cobre toda a cavidade bucal e age como uma 
barreira difusora ou como uma membrana de permeabilidade seletiva, prevenindo o 
contato direto entre os ácidos e a superfície dos dentes [29]. As proteínas presentes na 
saliva e na película adquirida também desempenham um papel importante na erosão 
[30]. As estaterinas e as proteínas ricas em prolina são responsáveis por manter o 
estado de supersaturação da saliva em relação aos sais de fosfato e cálcio além de 
inibir a sua precipitação espontânea; as histatinas possuem propriedades anti-
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desmineralização quando fosforiladas; e o maior componente orgânico da saliva 
sublingual e submandibular, as mucinas, possuem potencial de lubrificação, se ligam à 
toxinas, aglutinam bactérias e possui um grande efeito protetor na película adquirida 
agindo contra a erosão [31,32].  
A saliva também desempenha um papel de suma importância sobre a ação dos 
fluoretos. O efeito protetor do flúor e a formação de camadas de CaF2 depende da 
concentração e do tipo de sal de flúor, do pH e da presença de íons minerais cálcio e 
fosfato encontrados nos dentifrícios e principalmente na saliva [33]. Assim, na presença 
da saliva humana, o uso de fluoretos fornece uma maior quantidade de CaF2 aos 
tecidos dentais duros, ajudando a prevenir a desmineralização e favorecendo a 
remineralização [34,35]. A saliva humana também é responsável pela ação diluente 
sobre os ácidos e pelo apuramento salivar, os quais estão diretamente relacionados 
com o fluxo salivar e deglutição. Além disso, a saliva também age através da sua 
capacidade tampão, que fornece neutralização de ácidos da dieta; e por fim, é 
responsável pelo fornecimento de fosfato e flúor necessário para a remineralização [31]. 
O tratamento da erosão dental consiste na remoção e controle dos fatores 
etiológicos e na detecção precoce das lesões, para impedir sua progressão [36]. Como 
medida terapêutica para superfície dental erodida, há a possibilidade de aumentar a sua 
resistência aos desafios erosivos, seja pela implementação de camadas orgânicas 
protetoras sobre os tecidos dentais [10,37,38] ou modificando a sua estrutura cristalina, 
tornando-a menos solúvel [39,40]. O flúor tem sido reconhecido por sua ação em 
ambientes ácidos, onde são em parte adsorvidos na superfície do cristalino, mantendo 
assim o equilíbrio dinâmico com os íons flúor presentes na solução ao redor dos dentes. 
Essa adsorção de flúor leva à formação de flúorhidroxiapatita, reduzindo 
consequentemente a solubilidade da superfície dental. A presença de flúor na solução 
entre os cristais também é suscetível à precipitação de flúorhidroxiapatita [13]. Além 
disso, a precipitação de uma camada de fluoreto de cálcio sobre o tecido dental 
desmineralizado pode, ainda que parcialmente, reduzir a susceptibilidade do esmalte a 
desmineralização [5,41]. As partículas do CaF2 agem como um reservatório de flúor o 
qual é liberado a um pH baixo, durante o ataque ácido, e permanecem estáveis na 
superfície do esmalte a um pH neutro [42].  
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Dentifrícios são um excelente veículo para o fornecimento de flúor na cavidade 
bucal devido ao seu grande uso e disponibilidade. O composto fluoretado mais utilizado 
é o fluoreto de sódio, porem sua ação é limitada. Em condições de baixo pH, a barreira 
de fluoreto de cálcio formada não é estável frente aos eventos de erosão e 
erosão/abrasão que levam ao desgaste erosivo [43,44]. O aumento da concentração 
desse agente ativo nos dentifrícios (5000 ppm) não resulta em melhora da sua 
efetividade [45]. 
Cátions metálicos polivalentes, principalmente o íon estanho em combinação 
com o flúor são mais efetivos que os fluoretos convencionais como o fluoreto de sódio 
tanto in vitro [40,46], quanto in situ [47,48]. O estanho tem a capacidade de deposição 
sobre os tecidos dentais formando uma camada mineral que se apresenta mais estável 
e mais resistente frente a uma dissolução ácida [49,50]. Além disso, produtos contendo 
estanho formam depósitos amorfos na superfície do esmalte e permite que o Sn seja 
incorporado no esmalte erodido [46]. 
Outra abordagem é a utilização de biopolímeros como as proteínas, por exemplo, 
a caseína [38] ou polissacarídeos, como a quitosana [10]. A quitosana é um bio-
polissacarídeo natural produzido pela desacetilação da quitina [50]. Sua carga 
molecular positiva é capaz de se ligar eletrostaticamente às superfícies com zeta 
potencial negativo, como os tecidos dentais duros e aos componentes da película 
adquirida [51]. Ao interagir com essa camada negativa, a quitosana forma multicamadas 
[52] que são estáveis em pH ácido e notavelmente mais resistentes a condições cíclicas 
de pH, evitando o processo de desmineralização [53]. Por possuir efeito lubrificante, é 
capaz de reduzir a abrasividade dos dentifrícios, seja pela ligação ou às partículas de 
sílica, ou pela ligação à superfície dental [54]. A interação dessa substância com o 
esmalte e com as proteínas da película adquirida, principalmente com a mucina, 
promove um fortalecimento da camada orgânica protetora [43]. Outros estudos 
[8,10,55,56] atestam, ainda, a eficácia em se utilizar a combinação desse polímero com 
flúor e estanho, devido ao fato de suas micropartículas possuírem o potencial de ligar 
aos íons flúor e transportá-los para sítios específicos [57]. Devido a todas essas ações, 
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os dentifrícios com quitosana em sua formulação correspondem a uma proposta 
promissora como terapia para o paciente com sinais clínicos de erosão [8,10].  
O vidro bioativo de cálcio sódio fosfosilicato, desenvolvido para o uso nos 
cuidados da saúde bucal, é apresentado comercialmente como a tecnologia NovaMin®. 
O NovaMin® promove a precipitação de íons sódio, cálcio e fosfato que interagem com 
os fluídos bucais e resultam na formação de uma camada de apatita hidroxicarbonatada 
cristalina muito similar ao mineral dental [58]. Assim, é de grande importância avaliar se 
essa tecnologia é capaz de prevenir o desgaste dental erosivo. 
A adição de minerais cálcio, como a hidroxiapatita ou o silicato de cálcio, a 
dentifrícios que contém flúor, corresponde a outra proposta frente ao desgaste dental 
erosivo [59,60]. Esses minerais podem elevar a quantidade de cálcio tanto no biofilme 
quanto na saliva [61], contribuindo para a remineralização e diminuindo a taxa de 
desmineralização do esmalte [62]. O silicato de cálcio (SiCa), um biomaterial, é capaz 
de estimular a resposta benéfica do corpo através da ligação ao tecido ósseo do 
hospedeiro e também é capaz de formar uma camada de fosfato de cálcio na superfície 
do material. Uma tecnologia tem sido desenvolvida baseada na combinação de silicato 
de cálcio, sais de fosfato de sódio e flúor na forma de monoflúorfosfato de sódio (MFP). 
A proposição desse dentifrício é aumentar o processo de mineralização natural da 
saliva humana através da formação dos minerais do esmalte dental e da nucleação de 
hidroxiapatita, o que ajudaria a reparar o amolecimento do esmalte erodido além de 
fornecer a proteção frente a desafios ácidos [62,63]. Apesar de bons resultados desse 
dentifrício quando comparado com o NaF tanto in vitro [62,63,64,65] quanto in situ 
[63,66], o seu efeito remineralizador  ainda não foi comparado com o SnF e a quitosana, 
substâncias descritas na literatura como promissoras para o tratamento da erosão 
[8,10]. 
 Os altos índices de prevalência e severidade da erosão dental [67,68] podem ser 
atribuídos ao seu caráter multifatorial e a variedade de fatores etiológico que contribuem 
para o seu desenvolvimento [3,69]. Devido à eficácia limitada do flúor no tratamento da 
erosão dental [70], os estudos sobre o tratamento e prevenção da erosão devem focar 
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em terapias que combinem o uso do flúor com outros agentes ativos, a fim de se 
desenvolver um meio adequado para prevenção e tratamento da erosão [44].  
Assim, faz- se relevante avaliar a real influência do fumo do cigarro como fator 
modulador da erosão dental e também a efetividade das medidas terapêuticas 
utilizadas nesses casos. Devido à falta de evidências laboratoriais frente ao exposto, 
esse estudo “in vitro” teve como objetivo avaliar a eficácia de diferentes componentes 
ativos associados ao flúor, sobre o esmalte dental exposto a fumaça do cigarro.  
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2 ARTIGO 
 
“EFFECT OF DIFFERENT TOOTHPASTES ON ENAMEL ERODED 
EXPOSED TO CIGARRET SMOKE” 
 
 
 
Abstract  
Objectives: To evaluate the effectiveness of different in vitro the effect of exposure to 
cigarette smoke on dental enamel subjected to the erosion cycle and the effectiveness 
of different toothpastes. Methods: Bovine enamel specimens were randomly alocated 
into twelve groups (n = 12). For the in vitro simulation of smoking, half of the groups 
underwent an exposure cycle of 20 cigarettes per day for 5 days. Afterwards, all groups 
were submitted to a 5-day erosion cycle intercalated demineralization (1 min, 1% citric 
acid, pH = 3.5) and remineralization (2 min in toothpaste slurry) according to the 
experimental group: NaF; SnF2; F/Sn/Chitosan; F/CaSiO3/Na3PO4; F/bioactive glass. 
The control group was immersed in distilled water. Surface microhardness was 
measured initially, after exposure to cigarette smoke, and after the erosive cycle. 
Surface roughness, prophylometry and atomic force microscopy were performed after 
the erosion cycle. Results: It was observed an increase in the values of superficial 
microhardness for the groups exposed to cigarette smoke. For surface microhardness 
and surface roughness, according to the dentifrice used, there was no difference 
between the exposure or not the smoke of the cigarette. The F/Sn/Chitosan and 
F/CaSiO3/Na3PO4 groups presented the highest values of microhardness and the lowest 
percentage of microhardness surface loss. For profilometry and surface roughness, the 
lowest values were for the groups treated with SnF2 and F/Sn/Chitosan. Atomic force 
microscopy showed a lower demineralization pattern and depth of mineral loss for the 
F/CaSiO3/Na3PO4 and F/Sn/Chitosan groups. Conclusion: Exposure to cigarette smoke 
increase the enamel microhardness but not enough to decrease demineralisation of the 
tooth enamel submitted to the erosion cycle. Smoking did not interfere with the action 
and effectiveness of toothpastes. The NaF-containing dentifrice showed a limited 
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efficacy against dental erosion. The fluoride, stannous and chitosan-based toothpaste 
showed promising results for protection the enamel during erosive cycles. 
Clinical significance: The cigarette smoke is not capable of influencing the etiology and 
severity of dental erosion. The toothpaste containing fluoride, stannous and chitosan 
shows pro-mising results in reducing substance loss from erosion and abrasion. 
 
Keywords: tooth erosion, toothpaste, microhardness, enamel, smoking 
 
 
Introduction 
 
Dental erosion is a condition involving a pathogenic mechanism in which non-
bacterial acids cause demineralisation of dental hard tissues [1]. Although the acid 
contact is considered the main factor for dental erosion, its development involves a 
complex interaction between biological, chemical and behaviour factors, and among 
these one can cite the dietary and behavioural habits of each patient [1,2]. A very 
common behavioural habit observed in the current society and which has not been 
investigated in relation to dental erosion is the habit of smoking.  
 Smoking causes damage to the whole body, especially the oral cavity. The 
increase the temperature caused by the burning of cigarettes can cause changes in the 
arrangement and morphology of hydroxyapatite crystals, resulting in an increase in the 
surface hardness of the tooth enamel [3]. In addition, the cadmium and lead present in 
the cigarette smoking can be absorbed by the human organism and accumulated into 
calcified tissues and restorative materials [4]. Smoking is often a common among 
patients at high risk of developing dental erosion. In a patient with gastroesophageal 
disorders, there is evidence that substance use (e.g. tobacco and other drugs) has been 
associated with bulimia and anorexia nervosa, especially in young women [5]. In 
addition, burning cigarettes often accompanies prolonged consumption of some type of 
sour drink. One of the most popular and highly appreciated beverages among smokers 
is coffee, and is often ingested before or after smoking [6]. In addition to its low pH, non-
epidemiological studies have reported that coffee causes relaxation of the lower 
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esophageal sphincter [7,8], which could increase the risk of gastroesophageal reflux [9]. 
Also, excessive alcohol intake is often performed simultaneously with tobacco smoke 
[10,11] and chronic alcoholism is associated with the high prevalence of erosion due to 
the direct effect of alcohol consumption or due to the effect of alcohol, regular vomiting 
or alcohol-induced gastroesophageal reflux [12]. In this way we can consider tobacco 
smoke modulator of dental erosion due to its frequent association with episodes of pH 
drop. The absence of studies evaluating this association is necessary in order to 
determine the action of the cigarette on the incidence and severity of the disease.  
Another factor of great importance and modulator of dental erosion is saliva. 
Saliva provides protection to the teeth against acid erosion in different ways [13]. Firstly, 
it is possible to highlight the formation of the acquired film, which acts as a diffusion 
barrier or as a membrane of selective permeability, preventing the direct contact 
between the acids and the surface of the teeth [14]. Saliva also plays a major role in the 
action of fluorides. The protective effect of fluoride and the formation of CaF2 layers 
depends on the concentration and type of fluorine salt, pH and the presence of calcium 
and phosphate mineral ions found in dentifrices and especially saliva [15]. Human saliva 
is also responsible for diluent action on acids and salivary clearance, which are directly 
related to salivary flow and deglutition. In addition, saliva also acts through its buffering 
capacity, which provides neutralization of diet acids; and finally, is responsible for the 
supply of phosphate and fluorine required for remineralization [16]. 
In this way, different remineralizing compounds can be claimed to prevent or 
control the effect of erosive challenges by either modifying its crystal structure, making it 
less soluble [17,18], or implementing protective organic layers on dental tissues 
[19,20,21]. Due to the limited efficacy of fluoride for dental erosion, studies on treatment 
and prevention of the dental erosion should focus on therapies which combine the use of 
fluoride with other active agents [22]. An alternative is the use of biopolymers, such as 
chitosan [19]. It is also highlighted the use of a commercially available bioactive glass 
(e.g. sodium calcium phosphosilicate) and the addition of calcium minerals (e.g. calcium 
silicate) to fluoride-containing toothpastes [23,24] in order to provide an adequate way of 
preventing and treating the condition.  
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 There is no laboratory evidence that the effects of cigarette smoking on the 
enamel may interfere with the development of erosion and possible treatments with 
dentifrices. Based this above mentioned, this "in vitro" study aimed to evaluate the 
efficacy of different active components associated with fluoride, on dental enamel 
exposed to cigarette smoke. 
 
 
Materials and Methods 
 
Experimental design 
The diagram of the experimental process in the study is available in figure 1. This 
“in vitro” study used bovine enamel blocks randomly allocated into 12 groups (n=12), 
testing different toothpaste against erosive challenge. The enamel condition was 
submitted or not to a cigarette smoke exposure. In both situations, the negative control 
group was treated with distilled water. Human saliva was used to induce pellicle 
formation. The analyses performed were surface microhardness (SMH) in three times 
(SMH1, SMH2 and SMH3) and analyzes of surface roughness (Ra), surface profilometry 
and atomic force microscopy that were performed after the end of the erosion cycle. The 
information about the toothpaste used an in table 1. 
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Figure 1 Flow diagram of the experimental process in the study. 
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Table 1 Products, manufacturers and components of toothpastes. 
 
Toothpaste Manufacturer Active agent 
Fluoride 
agent 
Other components 
Colgate Total 12® 
(NaF) 
Colgate-Palmolive, 
São Bernardo do 
Campo, 
Brazil 
- 
Sodium Fluoride  
(NaF) 1450 ppm 
Water, Triclosan, Sorbitol, Hydrated 
Silica, Sodium Lauryl Sulfate, PVM / 
MA Copolymer, Flavor Carrageenan, 
Sodium hydroxide, Sodium Saccharin, 
Titanium dioxide and Dipentene. 
Crest® Pro 
Healthᵀᴹ Advanced 
(SnF₂) 
Procter & Gamble, 
Cincinnati, Ohio, 
United States 
- 
Stannous Fluoride 
(SnF₂) 0,454% 
Glycerin, Hydrated Silica, Sodium 
Hexametaphosphate, Propylene 
Glycol, PEG 6, Water, Zinc Lactate, 
Trisodium Phosphate, Flavor, Sodium 
Lauryl Sulfate, Sodium 
Gluconate, Carrageenan, Sodium 
Saccharin, Polyethylene, Xanthan 
Gum, Mica*, Titanium Dioxide, Blue 1 
Elmex® Erosion 
Protectionᵀᴹ 
(F/Sn/chitosan) 
GABA International 
AG, Grabetsmattweg, 
Switzerland 
Chitosan (0.5%), 
Stannous 
Chloride 
Amine Fluoride (AmF) 
700 ppm, Sodium 
Fluoride (NaF) 700 
ppm 
Glycerin.Hydrated, Silica, Sodium 
hexametaphosphate, Propylene 
glycol, PEG-6, Eau, Zinc lactate, 
trisodium phosphate, flavor, Sodium 
lauryl sulfate, Polyethylene, Sodium, 
Gluconate, Carrageenan, Sodium 
saccharin, Xanthan gum, Titanium 
dioxyde, red 40 aluminium lake 
Regenerateᵀᴹ 
Enamel Science 
( F/CaSiO3/Na3PO4) 
Unilever France HCI, 
Le Meux, France 
Calcium Silicate, 
Sodium 
Phosphate 
Sodium 
Monofluorophosphate 
(MFP) 1450 ppm 
Glycerin, PEG-8, Hydrate Silica, 
Trisodium Phosphate, Water, PEG-60, 
Sodium Lauryl Sulfate, Aroma, 
Synthetic Fluorphlogopite, Sodium 
Saccharin, Polyacrylic Acid, Limonene, 
Tin Oxide 
SensodyneTM 
Repair & Protect 
Novamin™ 
Technology 
(F/bioactive glass) 
SmithKline Beecham 
Consumer Heathcare, 
Berkshire, United 
Kingdom 
5% 
Calcium Sodium 
Phosphosilicate 
Sodium 
Monofluorophosphate 
(MFP) 1426 ppm 
Glycerin, silica, PEG-8, Titanium 
Dioxide, Carbomer, Cocamidopropyl 
Betaine, Sodium Methyl Cocoyl 
Taurate, Sodium Saccharin, d-
limonene 
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Volunteers and Ethical Aspects 
For the collection of human saliva, this study was approved by the local ethic 
committee in research (process Nº: 55288216.5). Twelve volunteers (six males and six 
females) between 23 and 35 years-old participated in the study after signing an informed 
consent form as volunteers. These volunteers all fulfilled the inclusion criteria (normal 
salivary flow, absence of caries and / or periodontal disease, patient with healthy or 
sufficiently restored dentition and adequate conditions of oral hygiene) without violating 
the exclusion criteria  (use of orthodontic devices or prostheses, use of drugs that 
interfere with salivary flow, smokers, pregnant or lactating patients, patients with 
allergies to oral hygiene products, dental materials or therapeutic agents used in the 
research). 
 
Specimens preparation 
A total of 144 enamel/dentin blocks (4 x 4 mm) obtained from bovine incisors 
were used for this study. The bovine incisors were stored in 0.1% thymol solution and 
the blocks were obtained using a precision saw (Isomet 1000; Buehler, IL, USA) and a 
diamond disc (Buehler,Illinois, USA).  The enamel surface was planed and flattened 
using silicon carbide papers of decreasing granulation (500-, 1000- and 2000- SiC -
Buehler, Illinois, USA), felts (TCT, TWI, FVC - Arotec, Cotia, SP, Brazil), and diamond 
paste (6 μm, 3 μm and ¼ μm - Buehler, IL, USA); in a polishing machine, under water 
cooling (Arotec, São Paulo, SP, Brazil). Between the polishing steps and at the end of 
this procedure, all samples were placed in an ultrasonic machine for 10 minutes 
(Marconi, Piracicaba, São Paulo, SP, Brazil) to remove residual particles and smear 
layers to obtain a standardized enamel surface. At the end, the enamel blocks presented 
1mm thick enamel and 1mm dentin. The surfaces of the specimens, with the exception 
of the enamel surface, were protected with acid resistant varnish (Risqué Colorless, 
Taboão da 8 Serra, SP, Brazil). Prior to (24 hours) and during the experiment, all 
prepared specimens were stored in a 37ºC incubator and artificial saliva that was 
renewed every day of the study. The artificial saliva contained 1,5 mM de Ca; 0,9 mM de 
PO4 e KCl 150 mM em solução tampão Tris 20 mM, pH 7,0 [17]. 
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Saliva collection 
The natural saliva used in this study was collected daily before any oral hygiene 
measures or breakfast. Salivary flow was stimulated by chewing paraffin wax (Parafilm 
M, American National Can- Chicago, IL), and the saliva was collected in falcon tubes 
retained inside a beaker filled with ice blocks. The collected saliva was then clarified by 
centrifugation (JOUAN MR23i Benchtop High Speed Centrifuge Thermo Scientific 
MR23i, Waltham, MA, USA) at 3.800g for 10 min at 4oC. The precipitate was discarded 
and the supernatant stored individually in a freezer at -80 ° C. Daily, for the formation of 
the acquired pellicle, aliquots of natural saliva were thawed at room temperature and 
mixed before use. 
 
Exposure to cigarette smoke 
All specimens from half of the groups (6 groups) were exposed to cigarette 
smoke.  The specimens from the remaining groups were stored in artificial saliva. The in 
vitro simulation of smoking was performed in a smoke machine (registered under no. 
01810012043 INPI - National Institute of Industrial Property). Each sample was exposed 
of 20 cigarettes (Marlboro, Philip Morris Brazil Ind and Com, Santa Cruz do Sul, RS, 
Brazil) per day, for a total of 5 days [26]. The cycle was programmed with a time interval, 
which simulates aspiration usually performed by a smoker with duration of 3 s. The 
temporizer allows ambient air to be inhaled every 10 s, simulating smoke exhaustion 
and subsequent disposal. In the interval between one simulation and another, the 
samples were stored in artificial saliva at 37 ° C and every 24 hours the samples were 
washed with distilled water and then immersed in a new solution of artificial saliva [25]. 
 
Erosion cycle  
All specimens from all groups were submitted to the erosion cycle validated in a 
previous study by Romão et al., 2014 [27]. This cycle simulates the erosion process in 
the oral cavity, intercalating the citric acid demineralization and the remineralization with 
the toothpaste slurry. For this, half of the surface area of the specimens was protected 
with a layer of resistant acid varnish (Risqué Colorless, Taboão da Serra, SP, Brazil). 
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This protection allowed the direct comparison between the surfaces before and after the 
erosion cycling in the surface profilometry. 
An erosion cycling model with duration of 5 days was used. During the erosion 
cycling days, before the first erosive challenge of each day, the dental blocks were 
immersed individually for 1 h in human saliva at 37ºC, under agitation (100 rpm) and 
immersed in the respective erosive solutions (2.5 ml/mm2 of exposed enamel) for 1 min 
at 37 ° C under agitation (100 rpm) 4 times daily at room temperature. The erosive 
solution was prepared using 1% citric acid at pH 3.5 and was renewed at each erosive 
challenge. The specimens were immersed in artificial saliva (2.5 ml/mm2 of exposed 
enamel) at 37ºC, between the erosive challenges (1 h) and after the daily cycle, 
remaining overnight (14 h) until the next day of cycling. Artificial saliva was changed 
daily. 
For remineralization, before the first and after the last erosive challenge of each 
day, the specimens were immersed in the respective treatment slurries (2.5 ml/mm2 of 
exposed enamel) at 37°C under agitation (100 rpm) for 2 minutes. This treatment with 
toothpastes was also carried out after the last exposure to the erosive challenge. The 
slurries were prepared immediately before use in the proportion of 1 part of toothpaste to 
3 parts of distilled water. Before and after immersion of the enamel blocks in the erosive 
solution, slurries and artificial saliva, they were washed with purified water for 30 
seconds and carefully dried with absorbent paper. 
 
Microhardness analysis 
The enamel surface microhardness (SMH) was analyzed in four times: baseline 
(SMH1), after exposure to cigarette smoke (SMH2) and after the end of the erosion 
cycle (SMH3). A Knoop indenter, at a load of 50g in an indentation time of 5s in a 
microhardness tester (HMV-2000 Shimadzu, Tokyo, Japan) was used. Three 
indentations, spaced 100 μm apart, were made in the centre of the enamel surface, and 
the mean values of the measuring points were then determined.  
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Tissue loss measurement 
 
After the last experimental day, the tissue loss was analysed by means of surface 
profilometry. The protective coating of half the surface was carefully removed from the 
reference area. The blocks were analyzed by surface profilometer Veeco DEKTAK 150 
(Veeco, NY, USA) in the contact stylus. In the centre of each specimen, 3 traces were 
made at intervals of .2 mm, each 2 mm (1 mm on the reference and 1 mm on the 
experimental area) with 700μm of length, loading of 1.0 mg and duration of 35 s. Two 
regression lines were constructed in each trait, one in the reference area and one in the 
experimental area. The vertical distance between the regression lines was defined as 
tissue loss in micrometers (μm). The value per specimen was calculated as the average 
of the three measurements. 
 
Surface roughness (Ra) 
The Surface roughness (Ra) was evaluated using a rugosimeter (SV-3100S4 - 
Mitutoyo, Tokyo, Japan) and an atomic force microscope (Easy Scan 2, Nano surf, 
Boston, MA, USA). The precision was 0.01 μm, with cut-off value of 0.25 mm, reading 
length 5 times the cut-off value (1.25 mm) and mean velocity of 0.1 mm/s. The samples 
were parallely placed on the surface of the equipment, marked with 3 equidistant points 
in center of the sample to guide the reading process. The readings were performed as 
follows: the first at 180 °, the second at 135 ° and the third at 90 °. The average value of 
the three readings was considered as the final mean roughness value (Ra). 
 
Atomic force microscopy 
The atomic force microscope (Easy Scan 2, Nano surf, Boston, MA, USA) 
operated in the tapping mode, with constant variation between 31 and 71 N/m, 
wavelength of 225 μm and resonance frequency of 160-210 KHz. 3D topographic and 
lock-in phase images (15 μm × 15 μm) were obtained using a profile meter mounted on 
the microscope. All specimens from all groups were analyzed, and a representative 
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topographic image was chosen randomly for each group. The images were processed 
using Gwyddion software (Gwyddion 2.29, GNU General Public License). 
 
 
Statistical analysis 
 For the enamel surface microhardness, after the exploratory analysis, the data 
were analyzed by means of mixed models for repeated measures and Tukey-Kramer 
test by the procedure PROC MIXED of the SAS program. In the Surface profilometry the 
data indicated the logarithmic transformation to meet the assumptions of a parametric 
analysis. After the transformation, the data were submitted to analysis of variance 
(ANOVA) in factorial scheme 2 X 6 (smoke X treatment with toothpastes) and Tukey's 
test. For the surface roughness, the data were submitted to analysis of variance 
(ANOVA) in factorial scheme 2 X 6 (smoke X treatment with toothpastes) and Tukey's 
test. All statistical tests considered significance level of 5%. 
 
Results 
  
 Data on the surface microhardness of enamel exposed to cigarette smoking, 
treatments with toothpastes and exposure time are shown in Table 2. 
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Table 2: Results (Mean ± standard deviation) of surface microhardness based on treatments and time. 
Cigarette 
smoke 
Treatment Time 
    SMH1 SMH2 SMH3 
without Destilled Water 316.07 ± 10.0 Aa *320.55 ± 9.7 Aa 79.41 ± 3.9Bd 
 NaF 316.19 ± 10.5 Aa *318.98 ± 10.8 Aa 103.21 ±4.4 Bc 
 SnF2 316.45 ±10.5 Aa *319.97 ± 10.4 Aa 119.67 4.7 Bb 
 F/Sn/chitosan 316.07 ± 9.3 Aa *319.86 ± 8.8 Aa 152.71 ± 8.7 Ba 
 F/CaSiO3/Na3PO4 316.01 ± 10.5 Aa *319.10 ± 9.8 Aa 156.14 ± 8.7 Ba 
  F/bioactive glass 316.28 ±10.3 Aa *318.95 ± 9.6 Aa 122.26 ±9.3 Bb 
with Destilled Water 316.00 ±10.3 Ba 347.32 ± 11.2 Aa 84.04 ± 4.0 Cd 
 NaF 316.31 ± 9.7 Ba 345.41 ± 9.0 Aa 107.16 ± 3.6 Cc 
 SnF2 316.27 ± 12.4 Ba 343.55 ± 9.4 Aa 127.54 ± 5.3 Cb 
 F/Sn/chitosan 316.26 ± 12.2 Ba 346.27 ± 8.5 Aa 145.02 ± 3.4 Ca 
 F/CaSiO3/Na3PO4 316.13 ± 12.3 Ba 345.61 ± 8.8 Aa 151.26 ± 3.9 Ca 
  F/bioactive glass 316.13 ± 9.5 Ba 344.22 ± 7.6 Aa 124.81 ± 4.6 Cb 
*differs from the group with cigarette smoke in the same treatment conditions and time (p≤0.05). Means followed by 
distinct letters (horizontal uppercase and lower case vertical comparing treatment within each smoke level) indicate 
statistical significance differences (p≤0.05).
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In SMH2, there is a significant statistical difference between the groups exposed 
or not to cigarette smoking (p<0,05). In the groups exposed to cigarette smoking, SMH2 
differed from SMH1, demonstrating an increase in the values of surface microhardness. 
In SMH3, depending on the dentifrice used, no statistically significant difference was 
found regarding the exposure to smoking (p<0,05). With regard to the effectiveness of 
toothpastes, the values of enamel microhardness ranged depending on the treatment 
used. All toothpastes presented significant differences in relation to negative control 
(p<0,05). Among the toothpastes, the group treated with NaF had the lowest values of 
enamel microhardness. No difference was found between the groups treated with SnF2 
and those with F/bioactive glass. The groups treated with F/Sn/chitosan and 
F/CaSiO3/Na3PO4 had the highest values of surface hardness, with no statistically 
significant differences between them. 
 With regard to the tissue loss (Table 3), there was a statistically significant 
difference between exposure and non-exposure to cigarette smoke (p<0,05). The 
groups exposed to cigarette smoke showed higher values of tissue loss. The negative 
control group (distilled water) differed statistically from all other treatment groups. The 
groups treated with NaF, F/CaSiO3/Na3PO4 and F/bioactive glass did not differ between 
them. The lowest values of tissue loss were found in the groups treated with SnF2 and 
F/Sn/chitosan.  
 
Table 3: Results (mean ± standard deviation) of tissue loss (μm) based on treatments 
with toothpastes and exposure to cigarette smoke. 
Treatment Cigarette smoke Tukey 
  Without With   
Distilled Water 2.92 ± 0.8 3.6 ± 0.7 a 
NaF 2.54 ± 0.2 2.8 ± 0.4 b 
SnF2 0.7 ± 0.1 0.79 ± 0.1 c 
F/Sn/chitosan 0.66 ± 0.1 0.73 ± 0.1 c 
F/CaSiO3/Na3PO4 2.79 ± 0.5 2.48 ± 0.5 b 
F/bioactive glass 2.51 ± 0.5 2.85 ± 0.5 b 
Tukey B A   
Different letters (upper case for exposure to cigarette smoke and lower case for 
treatment) indicate statistical significance differences (p≤0.05). 
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The exposure to smoking had no interference with the values of surface 
roughness (p>0,05), as shown in Table 4. The negative control group (distilled water) 
differed statistically from all groups treated with toothpastes. The lowest values were 
observed in the groups treated with NaF and F/bioactive glass. The groups treated with 
F/CaSiO3/Na3PO4 had intermediate values of roughness compared to the groups treated 
with other toothpastes, but differing statistically between them. The lowest values of 
roughness were found in the groups treated with F/Sn/chitosan. 
 
Table 4: Results (mean ± standard deviation) of surface roughness (nm) based on 
treatments with toothpastes and exposure to cigarette smoke. 
Treatment Cigarette smoke Tukey 
 without with  
Distilled Water 177.75 ± 19.2 175.33 ± 26.5  a 
NaF 141.58 ± 20.1 156.08 ±17.5 b 
SnF2 58.42 ±15.6 58.25 ± 15.5 d 
F/Sn/chitosan 49.42 ± 11.8 57.75 ± 16.5 d 
F/CaSiO3/Na3PO4 100.50 ± 16.9 109.33 ±18.7 c 
F/bioactive glass 161.33 ± 16.8 154.33 ± 21.1 b 
Tukey  A  A  
Different letters (upper case for exposure to cigarette smoke and lower case for 
treatment) indicate statistical significance differences (p≤0.05). 
 
The 3D images of the enamel surface topography obtained with atomic force 
microscope are shown in Figure 2. No surface difference found of the specimens 
exposed or not to cigarette smoke for the same treatment with toothpaste. The negative 
control group (distilled water) had a greater demineralization. The eroded enamel 
showed a rough, irregular and peaked surface with small shallow depressions and 
irregular margins and the greater depth of tissue loss. The groups treated with NaF 
presented depressed areas had a characteristic honeycomb appearance as a result of 
the dissolution of nuclei and sheath areas of the prism, whereas the interprismatic areas 
seemed to be relatively sound. The specimens treated with SnF2 showed a fairly 
defined demineralization pattern, but with a low difference between the height of the 
peaks and valleys of the surface, which may have been determinant for the low 
roughness values found in this group. Also, the presence of precipitates on the surface 
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was verified. The F/Sn/chitosan toothpaste promoted a more regular surface 
demineralization, with lower demineralization depths, absence of the honeycomb pattern 
and a thicker layer of precipitates on the surface. For the groups treated with 
F/CaSiO3/Na3PO4 the honeycomb pattern was observed, but with mean 
demineralization depth values and the presence of several precipitates on the surface. A 
more regular and less demineralised surface was observed in the experimental groups, 
with those treated with F/CaSiO3/Na3PO4 and F/Sn/chitosan suffering less 
demineralisation. The toothpaste based on F/bioactive glass together with the NaF-
based toothpaste showed the highest values of demineralization depth among all the 
analyzed toothpaste, with similar surface to untreated groups. F/bioactive glass did not 
avoid the demineralization pattern and the specimens presented a rather rough and 
uneven surface. 
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Figure 2: 3D images of the enamel surface topography (30μm x 30μm) produced by the 
atomic force microscope. (A) enamel eroded and treated with distilled water, (B) enamel 
exposed to cigarette smoke, eroded and treated with distilled water, (C) enamel eroded 
and treated with NaF, (D) enamel exposed to cigarette smoke, eroded and treated with 
NaF, (E) enamel eroded and treated with SnF2,(F) enamel exposed to cigarette smoke, 
eroded and treated with SnF2, (G) enamel eroded and treated with F/Sn/chitosan, (H) 
enamel exposed to cigarette smoke, eroded and treated with F/Sn/chitosan, (I) enamel 
eroded and treated with F/CaSiO3/Na3PO4, (J) enamel exposed to cigarette smoke, 
eroded and treated with F/CaSiO3/Na3PO4, (K) enamel eroded and treated with 
F/bioactive glass, (L) enamel exposed to cigarette smoke, eroded and treated with 
F/bioactive glass. 
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Discussion 
 Cigarette smoking was able of promoting changes in the dental enamel. 
Interestingly, the different microhardness values between SMH1 and SMH2 in the 
groups exposed to smoking (Table 2) showed that an exposure to 20 cigarettes a day 
during 5 days increased the enamel surface microhardness. Hypothetically, this may 
have occurred through the incorporation of heavy metals into the enamel. Takeuchi et al. 
[4] reported that, following exposure to cigarette smoking, there is a deposition of lead, 
cadmium and arsenic into the tooth structure. In 2004, Malara et al. [28] showed that 
deciduous teeth of children whose parents were smokers presented a higher content of 
lead and cadmium than those of children not exposed to cigarette smoke. In addition, 
temperature elevation in the teeth due to smoking may also have contributed to the 
increased enamel hardness. Palamara et al. [3] reported that heat can alter the 
morphology of the hydroxyapatite crystals, however, it did not influence in the cycling of 
erosion/remineralizing. 
 Despite the increased enamel microhardness, the exposure to smoking was not 
capable of improving the enamel resistance to erosive challenges. It has been 
investigated that the acid solubility of dental hard tissue depends on its organic content 
[29] and concentrations of hydroxyapatite carbonate [30,31]. Variation in 
demineralization between different natural surfaces may be related to the difference in 
the fluoride content of the enamel surface [32] and dental hard tissue [29]. In this 
experiment, smoking was found to increase the surface enamel microhardness 
hypothetically by altering the arrangement and morphology of hydroxyapatite crystals 
without changing their organic and mineral contents, including fluoride. Due to this, the 
exposure to smoking did not influence the hardness values in SMH3 (Table 2) or the 
surface roughness (Table 4). The same results can be observed in the different types of 
treatments with toothpastes performed, no statistical difference was found between 
exposed and non-exposed groups. These data were also supported by 3D images 
(Figure 2), in which changes produced by cigarette smoking did not influence the 
demineralization pattern of the enamel surface.  
Different from the microhardness analysis, the exposure to cigarette smoke 
resulted in a greater loss of tissue, which was observed through the data of surface 
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profilometry analysis (Table 3). We believe, based on reports in the literature, that this 
result was also obtained due to modifications in the hydroxyapatite crystal [3] And the 
incorporation of heavy metals due to cigarette smoke [4]. There are few studies in the 
literature that evaluate the incorporation of heavy metals in dental enamel. Theobaldo et 
al., 2015 [33] through the analysis of X-Ray Microfluorescence, identified the presence 
of cadmium, nickel, arsenic and lead absorbed in dental enamel exposed to cigarette 
smoke, and also demonstrated through a semi-qulitative analysis a distribution of these 
elements in the nickel and cadmium showed a more homogeneous distribution than the 
arsenic, lead elements, which demonstrated a low level of accumulation (tens of ppm). 
In addition to the information in this article, no other study evaluated in which part of the 
enamel structure these metals are adsorbed and what kind of bond with the enamel. We 
believe that the accumulated metal favored demineralization, either because of poor 
bonding with the dental enamel, or for some reason still unknown, resulting in greater 
loss of dental tissue for groups exposed to cigarette smoke. Further studies are needed 
so that we can more conclusively elucidate the interaction of cigarette smoke with dental 
enamel. 
 When hydroxyapatite is submitted to low pH, the regions rich in carbonate and 
poor in calcium are especially susceptible to demineralisation. On the other hand, the 
incorporation of fluoride into hydroxyl groups resulting in fluoride-hydroxyapatite can 
promote an increase in the enamel resistance to erosive processes [34] and thus reduce 
the solubility, but on a limited basis [22]. In the re-mineralisation process, less than 5 
percent of the OH- radicals of hydroxyapatite are replaced by fluoride [35], but small 
amounts of it in the solution surrounding the tooth favour the maintenance of a dynamic 
equilibrium by inhibiting demineralisation more effectively [36,37]. Moreover, the 
precipitation of a layer of calcium fluoride on the demineralised dental tissue can, even 
partially, reduce the susceptibility of the enamel to demineralization [38,39]. The 
particles of CaF2 act as a reservoir of fluoride, which is released at low pH during acid 
attack and remain stable on the enamel surface at neutral pH [40].  
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 The majority of oral hygiene products contain fluoride, with toothpastes being the 
main vehicle of fluoride for use in the oral cavity. Although fluoride has demonstrated 
some preventive effect against dental erosion [41,42], its action seems to be very limited 
on the severity of erosion challenge, thus providing no total protection [38,39,43]. In this 
study, NaF was shown to provide some anti-erosion protection only in the group treated 
with distilled water, a finding corroborated elsewhere [44,45]. The action of NaF is 
neutralised at low pH, which impairs its effect on the re-mineralisation process in the 
case of dental erosion. NaF is also a saliva-dependent compound, as it demonstrates 
similar efficacy to a fluoride-free dentifrice under conditions of low salivary flow [46]. 
According to Lussi & Carvalho [22], the future of research on dental erosion depends on 
the inclusion and development of other compounds which can jointly act with fluoride, 
maximising its effect. Within this context, this study assessed toothpastes with different 
fluoride formulations associated or not with other compounds, which can likely maximise 
its anti-erosion effect. 
 The acquired pellicle can interact with anti-erosive agents, such as F and Sn, 
modifying their protective effects. Some studies surgery that fluoride precipitates (CaF2) 
are more stable and protective in the presence of acquired film [47]. The acquired film 
can also protect against erosion by acting as a barrier with selective permeability 
preventing direct contact between erosive acids and the surface of the tooth, thereby 
reducing demineralization [48,49]. It is important to emphasize that in most in vitro 
studies, researchers use artificial saliva, thus not allowing adequate formation of 
acquired film, which has an impact on the erosive process [50]. Ideally, in vitro erosion 
models should incorporate exposure to natural human saliva [50] because of all these 
important factors and modulators of dental erosion. 
 In general, F/Sn/chitosan was the one with the best results among all the 
compounds evaluated, with significant statistical difference compared to NaF and 
distilled water for enamel hardness (Table 2), surface profilometry (Table 3) and surface 
roughness (Table 4). These results are in accordance with both in vitro [19,51] and in 
situ [52,53] studies. Chitosan is a natural polymer derived from desacetylation of chitin. 
The positive results of its anti-erosion action were attributed to the potential formation of 
multi-layers. Chitosan can bind to proteins in the saliva [54], fluoride [22] and other ions 
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on the enamel surface [55], forming layers resistant to acids and thus providing a better 
protection against erosive demineralization [55]. A recent study [46] shows that the 
connection between chitosan and saliva is not as relevant for its anti-erosive action, 
since there were no significant differences for a NaF/Sn/Chitosan toothpaste comparing 
the salivation conditions Normal and hyposalivation, that is, the chitosan shows to be 
effective against erosion even in the absence of human saliva. Moreover, this layer can 
increase the retention of stannous [51], an active compound present in this dentifrice. 
When both compounds are combined, the protective effect of the dentifrice is enhanced 
[23]. Like chitosan, stannous can also interact with salivary proteins [56,57], which in 
turn, interacts with the enamel. It is perfectly possible that the Sn bound to enamel and 
salivary proteins can also be protected by the multi-layer of chitosan, thus increasing the 
protective effect [51]. In fact, the effect of both chitosan and stannous  was evident in the 
low values of hardness loss and 3D images of the enamel surface (Figure 2), since we 
observed a lower pattern of demineralization and an aprismatic layer on the enamel 
surface, allowing us to identify crystals precipitated from remineralising agents. 
  The group treated with SnF2 showed the best results regarding surface 
profilometry (Table 3) and surface roughness (Table 4), with no statistical differences 
compared to the group treated with F/Sn/chitosan. These data are in accordance with 
studies by Young et al. [58], Hove et al., [59,60,61] and Huiysmans et al. [47], who found 
that Sn had a better performance than NaF and distilled water. In the 3D images (Figure 
2), one can observe a demineralization with honeycomb appearance similar to that 
observed in non-treated groups, but with less depth of demineralization, which was 
probably determinant in the low values of surface roughness. Stannous-containing 
products are known for providing a good protection against demineralization [62]. These 
products act through ionic reaction of stannous with dental tooth, thus forming salts such 
as Sn2OHPO4, Sn3F3PO4 and Ca(SnF3)
2 [63], which can form a layer of approximately 
500 nm in thickness on the enamel surface [64]. Stannous can also be incorporated into 
the surface of the eroded enamel at a depth of 20 µm [64]. These stannous-rich layers 
are stable and more resistant to acid dissolution [65]. Its protective effect is increased by 
repetitive applications until resulting in a reinforced protection of the tooth. with 
considerable loss of surface after further acid attacks [66]. When stannous is associated 
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with fluoride, one can observe a significantly greater inhibition of mineral loss [18,67]. 
Fluoride and stannous ions have shown anti-erosive action in vitro and in situ [68]. The 
good results of this toothpaste may also be associated with the presence of human 
saliva. Several studies confirm the effectiveness of SnF2 even in the presence of 
acquired pellicle [69,70,71], for example, due to the interaction between Sn and some 
proteins, like mucins and albumins [72]. Dentifrice based on Snf and NaF is more 
effective in the presence of saliva than under hypo-salivation conditions [46]. Similarly, 
increased protection has been reported for dental surfaces treated with Sn rinses, when 
associated with the acquired pellicle [73]. 
 The group treated with dentifrice containing F/CaSiO3/Na3PO4 had higher values 
of surface microhardness compared to the group treated with F/Sn/chitosan, with no 
statistical difference (Table 2). The good results of surface microhardness can be 
hypothetically explained by the fact that the calcium silicate deposited on the enamel 
surface releases calcium ions into oral fluids under acid conditions, which increases the 
degree of hydroxyapatite saturation and inhibits the dissolution of tooth enamel [74]. In 
addition, calcium silicate has the capacity to nucleate hydroxyapatite crystals [75], which 
can be seen in the topographic 3D images (Figure 2) because of the presence of 
precipitates on the enamel surface. In subsequent erosive challenges, this layer of 
nucleated hydroxyapatite may become demineralised before reaching the subjacent 
enamel, thus decreasing the demineralisation of the tooth [76]. Despite these beneficial 
effects, the surface profilometry (Table 3) showed that the group treated with 
F/CaSiO3/Na3PO4 did not differ statistically from the group treated with NaF as both had 
a low efficacy in terms of enamel loss.  
  The technology used in the group treated with F/bioactive glass promotes the 
precipitation of ions of sodium, calcium and phosphate, which interact with oral fluids to 
form a layer of crystalised hydroxycarbonated apatites very similar to the enamel mineral 
[77]. However, the values of surface profilometry (Table 3) and roughness (Table 4) did 
not differ statistically from the group treated with NaF, demonstrating a low efficacy 
against erosive challenge.  
 Based on the results in the present study, the exposure to cigarette smoking was 
shown to promote an increase in surface hardness of the enamel. In addition, 
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demineralization and treatment with toothpastes were not affected by smoking.  NaF-
containing toothpastes were not effective against erosive challenge. The chitosan 
associated with stannous is a promising additive as the group treated with F/Sn/chitosan 
had the best results among all groups assessed.  
 
Conclusion 
 Podemos concluir que o cigarro é um fator modulador da erosão dental devido as 
alterações superficiais causadas no esmalte exposto a fumaça do cigarro. The increase 
in the enamel hardness exposed to cigarette smoking was not enough to decrease 
demineralization of the tooth enamel submitted to the erosion cycle, but the exposure to 
cigarette smoke resulted in a greater loss of tissue, which was observed through the 
data of surface profilometry analysis. Smoking did not interfere with the action and 
effectiveness of toothpastes. The NaF-containing dentifrice showed a limited efficacy 
against dental erosion. Chitosan associated with fluoride and stannous is a promising 
composite to be used as it had the best performance and better anti-erosion action 
among all toothpastes evaluated.  
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3 CONCLUSÃO 
De acordo com os resultados obtidos nesse estudo, pode-se concluir que: 
 
 A exposição à fumaça do cigarro provocou aumento na dureza superficial do 
esmalte. 
 
 Os dentes expostos a fumaça do cigarro apresentaram maior perda de tecido 
após o ciclo erosivo. 
 
 O dentifrício à base de NaF não foi efetivo frente ao desafio erosivo. 
 
 O dentifrício à base de flúor, estanho e quitosana apresentou o melhor 
desempenho frente ao processo de erosão dental em todas as análises 
realizadas. 
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APÊNDICE – METODOLOGIA ILUSTRADA 
 
 
 
Efeito de diferentes dentifrícios sobre o esmalte dental erodido 
exposto a fumaça do cigarro. 
 
Delineamento Experimental 
Unidades experimentais: 144 blocos de esmalte/dentina bovinos. 
Fatores em estudo:  
- Exposição ou não à fumaça de cigarro: 
 Esmalte sem exposição à fumaça do cigarro    
 Esmalte com exposição à fumaça do cigarro 
- Dentifrícios com base no seu principio ativo: 
 Água destilada 
 NaF (1450 ppm F);     
 SnF2 (1100 ppm F);    
 (Quitosana 0,5%, SnCl2 3500 ppm Sn2
+, AmF 700 ppm F e NaF 700 ppm F) 
(Silicato de cálcio, fosfato de sódio e MFP 1450 ppm F) 
 F/vidro bioativo (Fosfosilicato de cálcio e sódio 5% e MFP 1426 ppm F) 
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Figura 3: Dentifrícios utilizados no estudo: (a) Colgate Total 12
®
 (NaF) (b) Crest Pro 
Health® SnF2 (c) Sensodyne Repair e Protects
® (F/vidro bioativo) (d) Regenerate® 
(F/CaSiO3/Na3PO4) (e) Elmex Erosion Protection
® (F/Sn/Chitosan). 
 
Variáveis de resposta:  
Análises de perda de dureza Knoop pelo teste de microdureza superficial e 
calculo da porcentagem de perda de dureza superficial (%SMH), mensuração da perda 
de tecido dental através do teste de perfilometria de superfície e avaliação da 
rugosidade superficial. Além disso, foi realizado a obtenção de imagens através do 
microcopio de força atômica para a analise qualitativa da superfície.  
 
Analise estatística: 
 Para a dureza superficial, após a análise exploratória, os dados foram analisados 
por meio de modelos mistos para medidas repetidas e teste de Tukey-Kramer pelo 
procedimento PROC MIXED do programa SAS. Na análise de perfilometria, os dados 
indicaram a transformação logarítmica para que atendessem as pressuposições de uma 
análise paramétrica. Após a transformação, os dados foram submetidos à análise de 
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variância (ANOVA) em esquema fatorial 2 X 6 (fumaça X tratamento) e teste de Tukey, 
e finalmente na rugosidade superficial, os dados foram submetidos à análise de 
variância (ANOVA) em esquema fatorial 2 X 6 (fumaça X tratamento) e teste de Tukey. 
Todos os testes estatísticos consideraram nível de significância de 5%. 
 
1. Obtenção e preparo dos espécimes: 
As amostras foram obtidas a partir de dentes bovinos que, após a coleta, foram 
armazenados em solução aquosa de timol a 0,1% (Proderma, Piracicaba, São Paulo, 
Brasil). Os debris foram manualmente removidos com lâmina de bisturi e os dentes 
serão polidos com taça de borracha (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) e pasta de 
pedra-pomes (SS White; Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e água. Após isso, os dentes foram 
armazenados em água destilada até a sua utilização. Foi realizada a separação da 
coroa da porção radicular, com disco de diamante dupla face (KG Sorensen, Barueri, 
SP, Brasil) sob constante irrigação de jato de água em micromotor de baixa rotação 
(Dabi Atlante; Ribeirão Preto, SP, Brasil).  
 
Figura 4: Incisivos bovinos utilizados no estudo: (a) dentes selecionados após limpeza e 
desinfecção; (b) porção coronária após a separação da porção radicular. 
Em seguida, foram feitos outros cortes na porção coronária e radicular, nos 
sentidos mésio-distal e inciso-cervical em uma cortadeira metalográfica (Isomet 1000, 
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Buehler, Illinois, USA), com disco diamantado de alta concentração (4” × 012 × ½, 
Buehler, Illinois, USA) para a obtenção dos fragmentos de esmalte e de dentina, 
respectivamente, com área de superfície de 16 mm2 (4x4mm).  
 
Figura 5: Obtenção dos blocos de esmalte/dentina: (a) Cortadeira Metalográfica de alta 
precisão; (b) cortes nos sentidos mésio-distal e inciso-cervical com distâncias de 4 mm; 
(c) bloco esmalte/dentina (14 mm2). 
 
Para planificação e polimento das amostras, cada fragmento foi fixado em disco 
de acrílico com cera pegajosa de maneira que a superfície teste permaneceu paralela a 
superfície do disco de acrílico. A superfície dos blocos de esmalte e dos blocos de 
dentina foram planificadas com lixas de carbeto de silício (Sic), de granulação 500-, 
1000-, e 2000-SiC (Buehler, Illinois, USA) sob irrigação constante, utilizando-se uma 
politriz giratória (Aropol E, Arotec, Cotia; SP, Brasil).  
 
Figura 6: Planificação dos blocos: (a) bloco fixado com cera pegajosa em stub de 
acrilico; (b) politriz giratoria; (c) lixas de granulação 500-, 1000-, e 2000-SiC. 
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Por fim, realizou-se um polimento das superfícies a serem analisadas com feltros 
(TCT, TWI, FVC – Arotec, Cotia; SP, Brasil), associados a pastas diamantadas de 
granulação decrescente (6 μm, 3 μm  e ¼ μm). Entre cada aplicação de lixa e feltro e ao 
final do polimento, as amostras foram lavadas em ultrassom (Marconi, Piracicaba, São 
Paulo – Brasil), por 15 minutos. Ao final, os blocos de esmalte apresentaram 2mm de 
espessura, sendo 1mm de espessura de esmalte e 1mm de dentina. 
 
Figura 7: Polimento dos blocos: (a) discos de feltro TCT, TWI, FVC; (b) pasta 
diamantada; (c) cuba ultrassônica (d) blocos planificados e polidos. 
 
Para seleção dos blocos dentais, a dureza de superfície inicial foi mensurada a 
partir de três edentações realizadas próximas à região central de cada bloco, a 100 μm 
de distância entre as mesmas, utilizando o microdurômetro Future Tech modelo FM-7 
acoplado a um software FM-ARS e penetrador tipo Knoop, com carga de 50 g por 5 s. 
Os critérios de seleção foram baseados na média e desvio padrão da dureza de 
superfície de cada bloco dental. Foram excluídos do experimento os blocos dentais que 
apresentaram desvio padrão maior do que 10% de sua média de dureza individual 
(variabilidade intra blocos) e aqueles que apresentaram sua média individual de dureza 
maior ou menor do que 10% da média de dureza calculada para todos os blocos 
inicialmente obtidos (variabilidade entre blocos).  
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Figura 8: Equipamento utilizado para a seleção dos blocos pela microdureza superficial: 
Microdurômetro HMV-200 (Shimadzu). 
 
2. Soluções testes: 
 Solução erosiva: a solução erosiva foi preparada utilizando ácido cítrico a 1% 
com pH de 3,5 . 
 Saliva artificial: A saliva artificial apresentará a seguinte composição: 1,5 mM de 
Ca; 0,9 mM de PO4 e KCl 150 mM em solução tampão Tris 20 mM, pH 7,0. 
  Água destilada: A água destilada foi coletada em uma máquina destiladora 
imediatamente antes do uso (Rios Di3 – Millipore, MA, U.S.A.). 
 Confecção dos slurries: Os slurries foram confeccionados utilizando 1 parte de 
dentifrício para 3 partes de água imediatamente antes da sua utilização. 
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Figura 9: Materiais utilizados para confecção da solução erosiva: (a) acido cítrico 
(Dinâmica química Contemporânea LTDA, SP, Brasil); (b) pHmetro para regulação do H 
da solução erosiva. 
 
Figura 10: Confecção do slurry: (a) dentifrício; (b) água destilada; (c) mistura da água 
destilada com o dentifrício; (d) slurry pronto. 
3. Coleta e processamento da saliva humana: 
A saliva humana total estimulada foi obtida de 12 voluntários, a partir de estímulo 
mecânico com Parafilm. A saliva foi coletada por cada voluntário em tubos do tipo 
falcon (50 mL) individuais mantidos em gelo e centrifugada por 10 min à 3.800 g a 4ºC. 
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O precipitado foi descartado e o sobrenadante armazenado individualmente em freezer 
a - 80°C. A coleta aconteceu no período da manhã entre 7 e 9 h. O volume total de 
saliva a ser usado foi coletado antes do experimento. Todos os voluntários 
apresentaram obrigatoriamente bom estado de saúde geral e bucal, estavam em jejum 
e sem fazer qualquer higiene bucal anteriormente à coleta. Para a sua utilização, as 
alíquotas de sobrenadante de saliva de cada voluntário foram descongeladas, 
homogeneizadas e utilizadas.  
 
Figura 11: Materiais utilizados para a coleta e processamento da saliva humana: (a) 
parafilm; (b) Copo com gelo e tubo Falcon para coleta; (c) Tubo Falcon com a saliva 
coletada; (d) Centrífuga JOUAN MR23i; (e) Saliva após a centrifugação, formação do 
preciptado. 
 
4. Exposição à fumaça do cigarro: 
Antes da exposição das amostras à fumaça de cigarro, todas as amostras serão 
isoladas com verniz ácido resistente (Colorama, São Paulo, Brasil), com exceção da 
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área de esmalte polida. Para a simulação in vitro do ato de fumar, foi utilizado a 
máquina de fumaça desenvolvida pelo Departamento de Odontologia Restauradora, 
Área de Dentística da Faculdade de Odontologia de Piracicaba- Universidade de 
Campinas - 2011 (registrada sob o nº 01810012043 INPI - Instituto Nacional da 
Propriedade Industrial). O ciclo é programado com um intervalo de tempo, o que simula 
aspiração geralmente realizada por um fumante com duração de 3 s. O temporizador 
permite que o ar ambiente seja inalado a cada 10 s, simulando assim a exaustão de 
fumo e subsequente eliminação. Cada amostra será submetida à fumaça de 20 cigarros 
Marlboro (Philip Morris Brasil Ind e Com, Santa Cruz do Sul, RS, Brasil) por dia, para 
um total de 5 dias (Bertoldo et al., 2011). No intervalo entre uma simulação e outro, as 
amostras serão armazenadas em saliva artificial a 37 ° C, e a cada 24 horas, as 
amostras serão lavadas com água destilada, e então imersas em nova solução de 
saliva artificial para evitar a sedimentação (Bertoldo et al., 2011).  
 
 
Figura 12: exposição à fumaça do cigarro: (a) amostras isoladas com verniz ácido 
resistente, (b) amostras fixadas no dispositivo; (c) Amostras expostas à fumaça de 
cigarro. 
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5. Ciclo de tratamento: 
Antes do inicio da ciclagem, metade da área de superfície dos blocos foi 
protegida com uma camada de verniz acido resistente para possibilitar posterior analise 
de perfilometria de superfície. Alem disso, os espécimes foram fixados com cera 
pegajosa em stub acrílico de acordo com o grupo de tratamento. 
 
 
 
Figura 13: Espécimes com a superfície devidamente protegida e fixados de acordo com 
o grupo de tratamento. Alça de sustentação confeccionada para facilitar o manuseio de 
todos os blocos durante o ciclo erosivo e de tratamento. 
 
Para os dias de desenvolvimento do modelo, as alíquotas de sobrenadante de 
saliva de cada voluntário foram descongeladas, homogeneizadas e utilizadas para 
formação da película adquirida. A película adquirida foi realizada pela imersão dos 
blocos dentais individualmente na saliva humana (2,5 mL/mm2 de área de esmalte), por 
1 h a 37°C, sob agitação (100 rpm) (Wiegand et al., 2008). No início de cada dia de 
ciclagem, novas alíquotas de saliva humana de cada voluntário foram descongeladas e 
os mesmos procedimentos descritos acima foram realizados. 
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Figura 14: Formação da película adquirida: (a) homogenização da saliva humana, (b) 
imersão dos blocos na saliva humana; (c) dispositivo usado para blocos imersos na 
saliva humana de acordo com o grupo de tatamento; (d) mesa agitadora. 
 
Foi utilizado modelo de ciclagens erosivas, validado em estudo anterior (Romão, 
2014), com duração de 5 dias. Durante os dias da ciclagem erosiva, antes do primeiro 
desafio erosivo de cada dia, os blocos dentais foram imersos individualmente por 1 h 
em saliva humana a 37ºC, sob agitação (100 rpm) e posteriormente imersos nas 
respectivas soluções erosivas (2,5 mL/mm2 de área exposta de esmalte dental) por 1 
min a 37ºC sob agitação (100 rpm) 4 vezes ao dia a temperatura ambiente. As soluções 
erosivas eram renovadas a cada desafio erosivo.  
 
 
Figura 15: Desafio erosivo: (a) e (b) imersão dos blocos na solução erosiva, todos ao 
mesmo tempo e manutenção durante 1 minuto; (c) remoção dos espécimes da solução 
erosiva. 
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Para os tratamentos, antes do primeiro desafio erosivo de cada dia, os 
espécimes foram imersos nos respectivos slurries de tratamento (2,5 mL/mm2 de área 
exposta de esmalte dental) a 37ºC sob agitação (100 rpm) por 2 minutos. Este 
tratamento com os dentifrícios foi realizado também após a última exposição ao desafio 
erosivo. Antes e após a imersão dos blocos de esmalte nas soluções erosivas, 
fluoretadas e na saliva artificial, os mesmos foram lavados com água purificada e 
cuidadosamente secos com papel absorvente. 
 
Figura 16: Tratamento com dentifricios: (a) imersão dos blocos no slurry (b) blocos 
totalmente imergidos em slurry pelo tempo de 2 minutos; (c) remoção dos espécimes do 
slurry. 
 
Os espécimes permaneceram imersos em saliva artificial (2,5 mL/mm2 de área 
exposta de esmalte dental) a 37ºC, sem agitação, nos intervalos entre os desafios 
erosivos (1 h) e após o ciclo diário, permanecendo por toda a noite (10 h) até o próximo 
dia de ciclagem. A saliva artificial foi trocada diariamente. Antes da imersão dos blocos 
de esmalte nas soluções de tratamento e na saliva artificial, os mesmos foram lavados 
com água purificada e cuidadosamente secos com papel absorvente. 
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Figura 17: Armazenamento em saliva artificial: (a) frascos utilizados para imersão dos 
blocos em saliva artificial, separados de acordo com o grupo; (b) recipiente para 
acomodação dos frascos em estufa durante todo o experimento. 
 
1. Analises 
Analise da microdureza superficial 
 A analise da microdureza de superfície (SMH) do esmalte foi realizada em 3 
tempos: baseline (SMH1), após a exposição a fumaça do cigarro (SMH2) e após o ciclo 
diário de erosão e tratamento (SMH3). Foram realizadas 3 endentações a 100 μm de 
distância na região central do bloco dental utilizando o microdurômetro microdurômetro 
Future Tech modelo FM-7 acoplado ao software FM-ARS e penetrador tipo Knoop, com 
carga de 50 g por 5 s.  
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Figura 18: Microdurômetro HMV-200 (Shimadzu). 
Perda de tecido dental 
 Após o ultimo dia experimental, a perda de tecido foi analisada através da 
perfilometria de superfície. Para isso, removemos cuidadosamente o verniz protetor de 
superfície e em seguida, os blocos foram submetidos à medição utilizando o 
perfilômetro Veeco DEKTAK 150 (Veeco, NY, USA). Foram realizados 3 traços no 
centro de cada bloco em intervalos de 0,2 mm. Cada traço foi feito com 700µm de 
comprimento, carga de 1,0 mg e duração de 35 s. Software especial foi usado para 
interpretar os traços. Foram construídas duas linhas de regressão em cada traço, uma 
na área de referência e uma na área experimental. A distância vertical entre as linhas 
de regressão foi definida como perda de tecido (micrômetros: μm). O valor por 
espécime foi calculado como a média das três medições. 
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Figura 19: (a) Perfilômetro Dektak 150 (Veeco); (b) leitura da amostra. 
 
Microscopia de força atômica 
O microscópio de força atômica operou no modo de contato, com variação 
constante entre 31 e 71 N / m, comprimento de onda de 225 μm e frequência de 
ressonância de 160-210 kHz. Foram obtidas imagens topográficas 3D (15 μm × 15 μm) 
utilizando um medidor de perfil acoplado no microscópio. Para a análise qualitativa, 
foram analisadas todas as amostras de cada grupo, e uma imagem topográfica 
representativa foi escolhida aleatoriamente para cada tratamento. As imagens foram 
processadas usando o software Gwyddion (Gwyddion 2.29, GNU General Public 
License). 
Para a análise quantitativa da superfície, o valor médio das três leituras foi 
considerado como o valor final de rugosidade média (Ra). A rugosidade da superfície 
(Ra) foi avaliada usando um rugosímetro (SV-3100S4 - Mitutoyo, Tóquio, Japão) e um 
microscópio de força atômica (Easy Scan 2, Nano surf, Boston, MA, EUA). O 
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rugosímetro foi devidamente calibrado para leitura de acordo com os requisitos ANSI e 
equipamento contava com uma ponta de diamante (raio de 0,5 μm). A precisão foi de 
0,01 μm, com valor de corte de 0,25 mm, comprimento de leitura 5 vezes o valor de 
corte (1,25 mm) e velocidade média de 0,1 mm / s. As amostras foram colocadas 
paralelamente na superfície do equipamento, marcadas com 3 pontos equidistantes 
passando pelo centro geométrico da amostra até a borda para orientar o processo de 
leitura. As leituras foram realizadas da seguinte forma: a primeira a 180 °, a segunda a 
135 ° e a terceira a 90 °. O valor médio das três leituras foi considerado como o valor 
final de rugosidade média (Ra). 
 
 
 
Figura 20: (a) Microscópio de força atômica Easy Scan 2 (NanoSurf); (b) leitura da 
amostra. 
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Abstract: Objectives: Evaluated in vitro the effect of exposure to 
cigarette smoke on dental enamel subjected to the erosion cycle and the 
effectiveness of different toothpastes. Methods: Bovine enamel specimens 
were randomized into twelve groups (n = 12). For the in vitro simulation 
of smoking, half of the groups underwent an exposure cycle of 20 
cigarettes per day for 5 days. Afterwards, all groups were submitted to 
the 5-day erosion cycle intercalated demineralization (1 min, 1% citric 
acid, pH = 3.5) and remineralization (2 min in toothpaste slurry) 
according to the experimental group: NaF; SnF2; F/Sn/Chitosan; 
F/CaSiO3/Na3PO4; F/bioactive glass. The control group was immersed in 
distilled water. Surface microhardness was measured initially, after 
exposure to cigarette smoke, and after the erosion cycle. Surface 
roughness, prophylometry and atomic force microscope were performed after 
the erosion cycle. Results: Observed an increase in the values of 
superficial hardness for the groups exposed to cigarette smoke. For 
surface microhardness and surface roughness, according to the dentifrice 
used, there was no difference between the exposure or not the smoke of 
the cigarette. The F/Sn/Chitosan and F/CaSiO3/Na3PO4 groups presented the 
highest values of hardness and the lowest percentage of microhardness 
surface loss. For profilometry and surface roughness, the lowest values 
were for the groups treated with SnF2 and F/Sn/Chitosan. Atomic force 
microscopy showed a lower demineralization pattern and depth of mineral 
loss for the F/CaSiO3/Na3PO4 and F/Sn/Chitosan groups. Conclusion: The 
chitosan-based dentifrice associated with stannous presented promising 
results for protection the enamel during erosive cycles. 
Clinical significance: The habit of cigarette smoke is not capable of 
influencing the etiology and severity of dental erosion. The toothpaste 
containing fluoride, stannous and chitosan shows pro-mising results in 
reducing substance loss from erosion. 
 
